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摘要 : Gateway 技术 是 一 种 通用 型 克隆 方法 ， 其 基于 入 鸣 菌 体位 点 特异 性 重组 ， 将 目的 DNA 快速 克隆 到 各 
种 与 Gateway 技术 兼容 的 目的 载体 上 ， 不 需要 进行 酶 切 和 连接 反应 。 但 存在 获得 入 门 克 隆 过 程 中 相关 反应 
酶 制剂 价格 昂贵 ， 且 药品 订购 时 间 较 长 等 问题 。 通 过 对 入 门 载体 pDONR207 的 改造 ， 使 之 产生 3 端 具有 
单个 T 未 端的 线性 化 的 入 门 载体 ， 采 用 TA 克隆 的 方法 和 蔡 代 BP 反应 ， 从 而 人 简便、 经 济 和 快速 地 获得 入 门 
克隆 。 利 用 改造 后 的 Gateway 技术 构建 拟 南 芥 S052 基因 的 原核 表达 载体 和 真 核 表 达 载 体 ， 通 过 原核 表达 
和 原生 质 体 瞬时 表达 证 明 通 过 此 方法 构建 的 表达 载体 在 原核 细胞 和 真 核 细胞 中 都 得 到 了 很 好 的 表达 。 
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Abstract: Gateway technology ls a universal cloning approach that enables rapid cloning of DNA fragments into mul- 
tiple Gateway-compatible destination vectors using A phage site-specific recombination, eliminating the requirement 
to work with restriction enzymes and ligase. But a problem using this system for making entry clone is the expensive- 
ness and long time to buy the enzyme. To solve this problem, we created the TA cloning entry vector that contained 
a T-tail in each 3 -end through modification of pPDONR207. The TA cloning approach can construct entry clones 
simply, economically and rapidly. Using Gateway T vectors prepared by this Improved method, prokaryotic expres- 
sion vector and eukaryotic expression vector for SO0S2 gene were constructed. Through the methods of prokaryotic ex- 
pression and transient gene expression ln Arabidopsis protoplasts, it proved that the SOS2 gene expressed well in both 
prokaryotic cells and eukaryotic cells. 
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Gateway 克隆 技术 是 美国 Invitrogen 公司 开发 
的 一 种 位 点 特异 重组 的 元 隆 技 术 ， 该 技术 主要 基 
于 入 哈 菌 体位 点 特异 性 重组 系统 ， 利 用 位 点 特 
异 重组 构建 人 门 载体 ， 实 现 了 不 需要 传统 酶 切 连 
接 过 程 的 基因 快速 克隆 和 载体 间 平 行 转移 ， 同 时 





还 保持 了 正确 的 ORF 和 方向 (Hartley 等 ,2000; 
Bushman 等 ，1985; Landy,，1989 ) 。 该 技术 主要 
由 BP 和 LR 两 个 反应 构成 。 与 传统 的 元 隆 方法 
相 比 ，Gateway 技术 不 需要 考虑 日 的 DNA 是 否 有 
合适 的 酶 切 位 点 ， 不 需要 进行 酶 切 和 连接 反应 ， 
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而 是 借助 位 点 特异 性 重组 ， 一 旦 获得 入 门 克隆 后 
就 能 将 目的 DNA 以 正确 的 方向 和 读 码 框 克 隆 到 各 
种 与 Gateway 技术 兼容 的 目的 载体 上 ， 大 大 简化 
了 基因 元 隆 的 步 台 ,具有 阳性 元 隆 紊 高、 快速、 
灵活 等 优点 ( 梅 文 倩 等 , 2004 ) 。Invitrogen 公司 还 
开发 了 系列 目的 载体 ， 包 括 适 用 于 原核 、 酵 母 、 
昆 忠 和 哺乳 动物 等 不 同和 窒 主 的 表达 载体 ， 大 大 提 
高 了 Gateway 技术 的 适用 性 和 兼容 性 ( Hartley 等 ， 
2000; Skinner-Adams 等 ,2003 ) 。 由 于 Gateway 技 
术 具 有 民 好 的 可 扩展 性 ， 基 于 Gateway 拉 术 的 我 
体 改 造 已 经 成 功 应 用 于 许多 领域 ， 如 Zhu 等 
(2009) 曾 改 造 Gateway 技术 中 的 载体 ， 以 用 作 
真菌 中 的 高 通 量 表达 ; Busso 等 (2005) 曾 构建 
了 基于 Gateway 技术 的 目标 载体 ， 以 在 大 肠 杆 菌 
中 用 作 高 通 量 殉 隆 和 表达 蔗 选 。 

为 了 将 目的 基因 最 终 转化 到 其 他 表达 系统 
中 ， 首 先 需 将 目的 基因 构建 到 入 门 载体 上 获得 入 
门 充 隆 。 但 是 由 于 获得 入 门 克 隆 过 程 中 相关 反应 
酶 制剂 价格 昂贵 ， 且 药品 订购 时 间 较 长 ， 并 未 被 
内 学 者 广泛 接受 。 如 何 能 简便 、 经 济 和 快速 地 
获得 入 门 区 隆 是 应 用 这 些 载体 系统 的 一 个 瓶颈 问 
题 ， 我 们 利用 TA 克隆 的 方法 和 蔡 代 了 原先 较 易 贯 
的 BP 反应。 首先 通过 BP 反应 将 含有 Xcml 酶 切 
位 点 的 GFP 片段 克隆 到 入 门 载体 pDONR207 上 ， 
而 后 利用 限制 性 内 切 酶 Xeml 酶 切 该 克隆 载体 ， 随 
之 会 产生 一 个 3' 闹 具有 单个 T- 末 端的 线性 化 的 载 
体 ， 即 获得 了 市 T- 末 端的 线性 人 门 载体 。 为 了 降 
低 由 于 酶 切 不 完全 导致 的 载体 自 连 ， 采 用 TA 连 
接 的 方法 ,将 ccdB 基因 替换 掉 GFP 片段 ， 载体 命 
名 为 pEGW，pEGW 经 Xeml 酶 切 后 (pEGW-T) 
可 与 外 源 片 段 直接 进行 TA 连接 。pEGW 即 新 的 
入 门 载体 ， 可 运用 到 实验 室 今后 需要 Gateway 技 
术 的 实验 中 。 除 载体 改造 中 用 到 一 次 BP 反应 ， 
改造 后 的 载体 在 以 后 的 实验 中 不 再 需要 BP 反 
应 ， 而 只 需 通过 简单 的 TA 连接 来 构建 入 门 克 
隆 。 为 验证 改造 后 的 TA 入 门 克隆 的 连接 效率 ， 
我 们 选取 拟 南齐 抗 盐 相 关 基 因 SOS2 作为 外 源 
DNA 片段 ， 采 用 改造 后 TA 克隆 的 方法 构建 人 门 
元 隆 ， 并 利用 Gateway 技术 构建 原核 表达 载体 和 
真 核 表达 载体 ， 通 过 原核 表达 和 拟 南 介 原 生 质 体 
瞬时 表达 技术 证 明 通 过 此 方法 构建 的 表达 载体 在 
原核 细胞 和 真 核 细 胞 中 都 得 到 了 很 好 的 表达 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 材料 

哥伦比亚 (Columbia，Col) 野生 型 拟 南 芥 (4rapr- 
dopsis thaliana) 植株 ， 由 美国 拟 南 介 种 质 资 源 库 提供 ， 
后 由 本 实验 室 裳 衍 ， 贮 存 。 大 肠 杆 丽 (Escjpericjza coli) 
菌株 DH5a、pEGAD 载体 质粒 、col 拟 南 芥 cDNA 保存 于 
本 实验 室 ;，Gateway LR、BP reaction 试剂 盒 、pENTRIA 
载体 、 原 核 表 达 载 体 pDEST15 和 真 核 表 达 载 体 pEarleyG- 
ate 104 购 于 Invitrogen 公司 ; 限制 性 内 切 酶 、 高 保 真 
Prime Star DNA 聚合 酶 、T4DNA 连接 酶 、 重 白 Marker 为 
Takara (大 连 ) 公司 产品 ; 质粒 小 量 提取 及 DNA 回收 、 
纯化 试剂 盒 为 天 根 (北京 ) 公司 产品 ; 氨 斑 青 窒 素 
(Amp) 等 试剂 购 自 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 
司 ; 引物 合成 和 测序 由 北京 六 合 华 大 基因 科技 股份 有 限 
公司 完成 。 
1.2 pDONR207-GFP 的 构建 

以 含 GFP 基因 的 pEGAD 质粒 为 模板 ， 用 Prime Star 
DNA 聚合 酶 进行 PCR 扩 增 。 引 物 序列 如 下 : attB1-XcmL- 
GFP-F: GGGG |ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC 





























CCAATACTTGTATGG ATGGTGAGCAAGGGCGAG; attB2- 





Xecml-GFP-R:. GGGG ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC 











CCAATACTTGTATGG CGCAGCTCCGGACTTGTAC， 其 中 
GFP 片段 两 端 内 侧 带 有 XemI 酶 切 位 点 (下划线 部 分 ) ， 
外 侧 带 有 attB 位 点 〈 框 中 部 分 ) 。 经 琼脂 糖 凝 腕 电泳 后 
切 胶 回收 PCR 扩 增 产物 。 

将 GFP 片段 通过 BP 反应 重组 到 入 门 载体 pDONR207 
上 。 在 0.5 mL 离心 管 中 加 入 以 下 反应 体系 (总 体积 5.0 
HL): attB-PCR product (50 ~ 100 ng) 2.7 pL, pPDONR207 
(30 ~50 ng) 1.0 pL, SxBP reaction buffer 1.0 pL, BP en- 
zyme mix 0.3 pjL。 短 暂 离 心 后 将 混合 体系 放 25 %C 水 浴 4 
h 以 上 ， 取 2.5 kL 反应 体系 用 热 激 法 转化 DH5a 感受 态 
细胞 ， 经 菌 液 PCR 扩 增 和 测序 检测 ， 鉴 定 正确 的 阳性 元 
条 即 为 p207-GFP。 
1.3 TT- 末 端 入 门 载体 pEGW 的 构建 

将 p207-GFP 质粒 用 Xecml 完全 酶 切 ， 将 p207-GFP 
中 的 GFP 片段 切除 。Xcml 酶 切 后 在 切口 两 端 会 产生 T- 
末端 ， 产 物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 后 切 胶 回收 大 片段 ， 即 获 
得 市 T- 末 端的 线性 入门 载体 ， 并 可 直接 用 于 TA 连接 。 
为 了 降低 由 于 酶 切 不 完全 导致 的 载体 自 连 ， 我 们 采用 TA 
连接 的 方法 ， 将 ccdB 基因 替换 掉 GFP 片段 。 其 引物 序 
列 为 : XemI-cecdB-F:， TGTATGG CCGGCTTACTAAAAGC- 
CAGATAAC; XecmL-ccdB-R: TGTATGG TTTCTTGTTATAT- 
TCCCCAGAACATCAG ( 划 线 部 分 为 带 A- 末 端的 部 分 Xc- 
ml 酶 切 序列 )， 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 后 切 胶 回收 PCR 扩 增 
产物 ， 利 用 连接 酶 将 其 连接 到 经 Xecml 酶 切 后 T- 末 并 
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的 线性 入 门 载体 ， 连 接 后 的 产物 用 热 激 法 转化 到 大 肠 杆 
DHS5a 感受 态 细胞 中 ， 经 丽 落 PCR 和 Xecml 酶 切 进 一 
步 鉴 定 验 证 后 ， 获 得 了 含 Xcml 酶 切 位 点 的 于 ccdB 基因 
的 入 门 载体 , 命名 为 pEGW。pEGW 经 Xeml 酶 切 后 
(pPEGW-T) 可 与 外 源 厂 段 进行 TA 连接 。 
1.4 入 门 载体 pEGW-T 的 TA 连接 效率 检验 
1.4.1 拟 南 芥 S0S2 基因 利用 改造 后 的 Gateway 技术 构 
建 原核 表达 载体 根据 GeneBank 上 S05S2 基因 的 全 长 
cDNA 序列 (序列 号 AF237670) ， 利 用 Oligo 6. 0 软件 设 
计 引物 ，SOS2-F:，CCGGCTTACTAAAAGCCAGATAAC ; 
SOS2-R: TTTCTTGTTATATTCCCCAGAACATCAG。 以 拟 
和 芥 总 cDNA 为 模板 ， 进 行 扩 增 。PCR 反应 体系 为 50 
LL， 反应 条 件 : 94 Y 预 变 性 4 min; 94 % 变性 30 min、 
58 人 退火 30 min、72 % 延伸 2 min，30 个 循环 ; 72 %C 10 
min。 经 琼脂 糖 凝 股 电 泳 切 胶 回 收 PCR 产物 ， 对 其 3' 末 
端 进行 加 A 反应 。 加 A 产物 与 pEGW-T 载体 连接 后 转化 
大 肠 杆 菌 DH5a， 经 菌落 PCR 鉴定 和 测序 , 证 明正 确 的 
阳性 克隆 即 为 pEGCW-SOS2 入 门 载体 克隆 。 

将 该 入 门 载体 pEGW-SOS2 与 原核 表达 载体 pD- 
EST15 通过 LR 反应 进行 连接 ， 反 应 体系 如 下 ,在 0.5 
mL 离心 管 中 加 入 以 下 反应 体系 (总 体积 2.5 HL) : Entry 
clone (50 ~ 100 ng) 1 pL, pDESTIS (50 ~ 100 ng) 1 REL， 
LR enzyme mix 0.5 kL。 混 勺 后 短暂 离心 ， 将 混合 体系 放 
25 % 水浴 4h 以 上 , 取 2.5 pL 反应 体系 产物 用 热 激 法 转 
化 到 DH5a 感受 态 细 胞 中 ， 经 菌落 PCR 鉴定 ， 阳 性 克隆 
即 为 pEXP15-SOS2 原核 表达 载体 。 

1.4.2 pEXP15-SOS2 原核 诱导 表达 将 含 pEX15-SOS2 
的 . coli Rosseta 单 画 落 接 种 于 含 扫 下 青霉素 (Amp) 的 
5 mL LB 培养 液 中 ， 于 37 WC ，200 r/min 过 夜 培养 ， 次 
日 ， 将 培养 物 按 1 : 100 接种 至 含 Amp 的 10 mL 液体 LB 
培养 基 中 ， 于 37 % ，200 r/min 振荡 培养 至 0D, ,达到 0.6 
~0.8， 加 入 IPTG (使 终 浓度 为 1 mmol'IL…) 诱导 培养 
8h。 取 1 mL 菌 液 于 4 C ，12 000 g 离心 5 min， 收 集 菌 
体 沉淀 用 100 pL PBS 悬浮 ， 加 入 50 pL 的 2xSDS-PAGE 
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图 1 GFP 基因 的 扩 增 产物 

M: DNA Marker; 1: GFP 基因 扩 增 产物 
Fig.1 Amplification of GFP 

M: DNA marker; 1: PCR product of GFP 





上 样 缓冲 液 ， 充 分 混 匀 ，100 % 者 沸 至 样品 不 再 呈 灰 秽 
状 ，10% SDS-PAGE 电泳 检测 SOS2 重 白 表达 情况 ， 同 
时 ， 以 含 pDEST15 的 A. coli Rosseta 做 对 照 。 

1.4.3 pEG104-SOS2 真 核 表 达 载 体 的 构建 ”将 该 人 门 载 
体 pEGW-SOS2 与 真 核 表达 载体 pEarleyGate 104 通过 LR 
反应 进行 连接 ， 反 应 体系 同 1.4.1。 取 2.5 kL 反应 体系 
产物 用 热 激 法 转化 到 DHSa 感受 态 细胞 中 ， 经 菌落 PCR 
鉴定 和 菌 液 测序 ， 鉴 定 正确 的 阳性 克隆 即 为 真 核 表 达 载 
体 pEG104-SOS2 。 

1.4.4 pEG104-SOS2 的 拟 南 芥 原生 质 体 肯 时 表达 ”由 于 
pEG104 带 有 GFP 标签 ， 所 以 可 用 于 外 源 基 因 的 GFP 瞬 
时 表达 检测 。pEG104-SOS2 拟 南 芥 原生 质 体 的 分 离 和 
PEG 介 导 的 瞬时 表达 采用 Yoo 等 (2007) 的 方法 。 利 用 
共聚 焦 显 微 镜 在 488 nm 波长 的 激发 光 下 ， 观 察 绿 色 欧 光 
在 拟 南 芥 叶肉 细胞 内 的 分 布 。 




















2 结果 
2.1 pDONR207-GFP 的 构建 

以 PEGAD 质粒 DNA 为 模板 ， 用 高 保 直 的 
Prime Star DNA 聚合 酶 成 功 扩 增 出 pEGAD 载体 
上 GFP 睛 段 (图 1)， 其 两 端 珊 有 attB 和 XcmI 
酶 切 位 点 ; PCR 产物 大 小 约 为 800 bp 左右 ,与 
理论 预测 的 目标 DNA 长 度 (848 bp) 相符 。 球 
脂 糖 凝 腕 电泳 回收 ， 通 过 BP 反应 重组 到 入 门 载 
体 pDONR207 上 ， 转 化 DHSa 后 ， 进 行 菌落 PCR 
凶 选 阳性 克隆 (图 2)， 将 阳性 单 克 隆 送 测序 ， 
序列 比 对 结果 与 目的 片段 序列 相同 ,得 到 入 门 克 
隆 载 体 p207-GFP。 由 于 GFP 基因 序列 两 端 Xeml 
限制 性 酶 切 位 点 酶 切 后 在 切口 两 端 会 产生 T- 末 
端 ， 产 物 经 琼脂 糖 凝 有 障 电泳 后 切 胶 回收 大 片段 ， 
即 获得 了 带 T- 未 端的 线性 人 门 载体 ， 并 可 直接 
用 于 TA 连接 。 











M 1 到 3 4 


2 000 bp 
1 900 bp 
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图 2 ”p207-GFP 载体 的 菌 液 PCR 鉴定 结 
M: DNA marker; 1 ~4: 菌 液 PCR 结 
Fig.2 PCR checking in p207-GFP 
M. DNA marker; 1-4: colony culture PCR checking results 
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2.2 TT- 末 端 入 门 载体 pEGW 的 构建 

为 了 降低 由 于 酶 切 不 完全 导致 的 载体 自 连 ， 
我 们 采用 TA 连接 的 方法 ， 将 ccdB 基因 蔡 换 挥 
GFP 片段 。ccdB 基因 作为 负 选 择 标记 可 以 省 略 
销 沙 的 蓝 白 斑 甸 选 过 程 。 用 限制 性 内 切 酶 Xecml 
完全 酶 切 p207-GFP 质粒 ， 经 琢 脂 糖 族 胶 电 泳 后 
切 胶 回收 大 片段 p207-T (图 3); 采用 PCR 方 
法 ， 以 pENTRIA 质粒 为 模板 ， 利 用 引物 组 合 
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图 3 Xecml 酶 切 p207-GFP 
M: DNA marker，1 ， 酶 切 结果 
Fig.3 Xcml digestion of p207-GFP 
M: DNA marker; 1: Digestion results 


2.3 ” 拟 南 草 SOS2 基因 利用 改造 后 的 Gateway 
技术 构建 原核 表达 载体 

拟 南 芥 总 cDNA 模板 经 引物 SOS2-F+SOS2-R 
扩 增 后 ， 电 泳 显示 了 一 条 1 341 bp 的 特异 条 带 
(图 6)。 回 收 该 片段 ， 加 A 产物 与 pEGW-T 载体 
连接 后 转化 大 肠 杆 菌 DH5a， 经 菌落 PCR 鉴定 
(图 略 ) 和 测序 ， 鉴 定 正 确 的 阳性 克隆 即 为 
pEGW-SOS2 入 门 载体 克隆 。 通 过 LR 反应 与 原 
核 表 达 载 体 pDEST15 进行 连接 ， 连 接 产 物 转化 
DH5a， 经 否 洲 PCR 鉴定 (图 7)， 阳 性 元 隆 即 
为 pEXP15-SOS2 原核 表达 载体 。 
2.4 pEXP15-SOS2 原核 诱导 表达 

重组 表达 载体 pEXP15-SOS2 转化 大 肠 杆菌 
Rosseta， 用 1] mmol . LIPTG 诱导 融合 重 白 表达 。 
SDS-PAGE 结果 显示 , 37 % 诱导 8h 后 融合 蛋白 
开始 表达 。 条 带 约 为 70 kD， 大 小 与 完整 SOS2 
融合 蛋白 大 小 相符 ; 空 载体 质粒 转 人 大肠 杆 苦 
Rosseta 后 ,没有 显示 出 户 导 效应 (图 8)。 
2.5 pEG104-SOS2 真 核 表达 载体 的 构建 及 拟 南 

芥 原生 质 体 瞬时 表达 

pEGW-SOS2 入 门 载体 通过 LR 反应 与 真 核 

表达 载体 pEarleyGate104 进行 反应 ,产物 转化 
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Xcml-ccdB-F+Xcml-ccdB-R 扩 增 出 ccdB 基因 片段 
(图 4)， 其 片段 两 侧 带 有 A- 末端 ， 肌 回收 后 利 
用 连接 酶 连接 到 经 Xecml 酶 切 后 带 T- 末 端的 
p207-T 上 ,之 后 转化 DHSa 感受 态 细 胞 ， 经 菌 
落 PCR 角 选 阳性 克隆 (图 略 ) ， 命 名 为 pEGW。 
pEGW 经 Xeml 酶 切 后 (PEGW-T) 可 与 外 源 片 
段 进行 TA 连接 。 和 载体 改造 如 图 5。 
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图 4 ccdB 基因 的 扩 增 产物 

M: DNA Marker; 1: ccdB 基因 扩 增 产物 
Fig.4 Amplification of ccdB 

M: DNA marker; 1: PCR product of ccdB 
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图 5 入 门 载体 改造 的 示意 图 


Fig.S Chart of modification of gateway vector 
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图 6 S05S2 基因 的 扩 增 产物 

M: DNA Marker; 1: SOS2 基因 扩 增 产物 
Fig.6 Amplification of SOS2 

M: DNA marker; 1: PCR product of SOS2 
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图 8 融合 重 白 的 SDS-PAGE 分 析 
M: 蛋白 Marker; 1: pEXP15-SOS2 ( 原 gateway 技术 ) 经 IPTC 
诱导 8 h; 2: pDESTI5 ( 原 gateway 技术 ) 经 IPTG 诱导 8 h; 3: 
pEXP15-SOS2 (改造 后 ) 经 IPTG 诱导 8 h; 4: pDEST15 (改造 
后 ) 经 IPTG 诱导 8h 
Fig.8 SDS-PAGE analys of fusion protein 

M: protein Marker; 1: pEXP15-SOS2 (Gateway technology ) expres- 
sion result with IPTG induced 8 h; 2: pPDEST15 (Gateway technolo- 
gy) expression result with IPTG induced 8 h; 3: pEXP15-SOS2 (af- 
ter modification ) expression result with IPTG induced 8 h; 4: pD- 
EST15 (after modification) expression result with IPTC induced 8 h 


DH5a， 经 辣 洲 PCR 鉴定 (网 略 ) ， 阳 性 克隆 即 
为 pEG104-SOS2 真 核 表达 载体 。 采 用 Yoo 等 
(2007) 的 PEG 介 导 的 瞬时 表达 方法 将 真 核 表达 
载体 pEG104-SOS2 质粒 导入 拟 南 芥 细 胞 原生 质 
体 中 ， 在 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 融合 基因 正常 的 瞬 
时 表达 (图 9)， 可 以 看 到 SOS2 基因 在 拟 南 芥 原 
生 质 体 中 的 细胞 核 和 细胞 膜 中 均 有 表达 ， 而 阴性 
对 照 则 没有 GFP 的 表达 。 











3 讨论 
基于 位 点 特异 性 重组 的 Gateway 技术 得 到 越 
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图 7 pEXP15-SOS2 载体 的 菌 液 PCR 鉴定 结 
M: DNA marker; 1 ~4: 菌 液 PCR 结 
Fig.7 PCR checking in pEXP15-SOS2 
M: DNA marker; 1-4: colony culture PCR checking results 


来 越 多 的 人 研究 人 员 的 青睐 。Invitrogen 公司 开发 
了 一 系列 多 用 途 的 目的 载体 ， 这 些 载 体 中 还 包括 
着 两 僚 与 Gateway 兼容 的 植物 双 元 表达 载体 ， 可 
用 于 农 杆 阔 介 导 的 植物 转化 ， 为 高 通 量 分 析 植 物 
基因 的 功能 提供 了 有 力 的 工具 (Karimi 等 ,2002; 
Curtis 等 , 2003; Royer 等 , 2004) 。 为 了 很 好 的 利 
用 这 些 目 的 载体 ， 首 先 要 将 DNA 片段 插入 到 入 门 
载体 上 产生 入 门 克 隆 。 入 门 载体 的 构建 可 通过 位 
点 特异 性 重组 酶 进行 BP 反应 ， 或 拓扑 异 构 酶 进 
行 TOPO 反应 。 但 这 两 种 方法 存在 着 一 些 局 限 性 ， 
如 相关 反应 产品 售 价 高 ， 到 货 时 间 长 等 问题 。 

我 们 通过 对 入 门 载体 pDONR207 的 改造 ， 
使 其 产生 3' 端 具有 单个 T- 末 端的 线性 化 的 入 门 
载体 。 根 据 限 制 性 内 切 酶 Xeml 酶 切 后 会 在 片段 
两 侧 产 生 T- 末 端的 特性 ， 我 们 在 pDONR207 载 
体 上 插入 GFP 基因 片段 的 同时 也 在 其 两 端 引 入 
了 Xeml 酶 切 位 点 ， 通 过 Xeml 酶 切 即 可 产生 3 
端 具 有 单个 T- 末 端的 线性 化 的 入 门 和 载体 ， 实 验 
时 只 需 将 目的 DNA 片段 通过 加 A 反应 即 可 与 改 
造 后 的 入 门 载体 连接 形成 入 门 元 隆 。 同 时 ,为 了 
降低 由 于 酶 切 不 完全 导致 的 载体 自 连 ,我 们 将 
ccdB 基因 替换 掉 GFP 片段 ， 获 得 带 ccdB 基因 的 
载体 。 由 于 ccdB 基因 对 大 多 数 Ek. coli 菌株 的 致 
死 效 应 ， 它 能 极 大 的 减少 空 载体 克隆 的 可 能 性 。 
因此 ，ccdB 基因 作为 一 个 负 选 择 标记 提高 了 传 
统 TA 克隆 的 可 靠 性 ， 不 需要 进行 菌落 蓝 白 斑 租 
选 。 新 的 入 门 载体 因为 含有 Xeml 的 酶 切 位 点 ， 
因此 我 们 将 目的 DNA 片段 通过 加 A 反应 即 可 与 
改造 后 的 入 门 载体 pEGW-T 连接 形成 入 门 克隆 ， 
从 而 使 今后 的 Gateway 实验 中 入 门 克 隆 的 获得 不 
再 需要 昂贵 的 BP 反应 ， 而 以 新 载体 pEGW 提供 
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图 9 拟 南 价 原 生 质 体 中 的 瞬时 表达 





1: 未 转化 的 正常 拟 南 芥 原生 质 体 ; 2: 注射 了 pEG104-SOS2 质粒 的 原生 质 体 ; a: 绿色 荧光 ; b: 叶绿体 荧光 ; 
c: 绿色 荧光 和 叶绿体 芭 光 的 又 加 图 ; d: 发 射 光 下 


Fig.9 Transient expression of fluorescence in protoplast of Arabidopsis 


1 : negative control-untransformed protoplast of Arabidopsis. 2 : transformed protoplast of Arabidopsis by pEG104-SOS2. 


a: GFP fluorescence; b: chlorophyll fluorescence; c: represent combined images of both chlorophyll and CFP fluorescence; d: bright 


的 TA 连接 方法 简便 、 经 济 和 快速 地 获得 入 门 克 
隆 。 同 时 ,将 ccdB 基因 替代 GFP 片段 对 TA 连 
接 入 门 载体 进行 改进 后 ， 减 少 了 空 载体 克隆 的 可 
能 性 ， 大 大 增加 了 TA 克隆 的 可 靠 性 。 改 造 后 的 
入 门 工 载体 可 方便 兼容 各 种 含 限 制 性 内 切 酶 的 
目的 片段 。 虽 然 TA 连接 存在 着 非 定 回 克 隆 的 缺 
点 ， 但 我 们 可 以 利用 PCR 方法 和 测序 很 容易 鉴 
定 睛 段 的 插入 方 回 。 利 用 此 方法 将 拟 南 芥 SO052 
基因 构建 到 与 Gateway 技术 兼容 的 原核 表达 载体 
和 真 核 表 达 载 体 上 ， 通 过 原核 表达 和 真 核 瞬时 表 
达 可 见 SOS2 和 蛋白 都 得 到 了 很 好 的 表达 ， 同 时 通 
过 共聚 焦 显 微 镜 观 察 S052 基因 在 拟 南 草 叶肉 细 
胞 原生 质 体 瞬时 表达 情况 ， 可 见 SOS2 和 蛋白 在 细 
胞 的 细胞 膜 、 细 胞 核 均 有 表达 。 

总 之 ， 通 过 改造 后 的 和 人 门 载体 pEGW， 使 之 
能 将 目的 DNA 片段 通过 改进 的 TA 连接 的 方式 
插入 到 入 门 载 体 中 ， 从 而 人 简便、 经 济 和 快速 地 获 
得 与 Gateway 技术 兼容 的 TA 入 门 克 隆 。 
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